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第 1 章	 
つくば高血圧マウスにおいて、レニン遺伝子転写は遠位 cis-DNA 配列により
制御される	 
	 
導入	 
レニン-アンジオテンシン系は、血圧恒常性維持に重要なシステムの一つで
ある。レニンは同系の出発反応において、基質アンジオテンシノーゲンと反応し、
アンジオテンシン I を産生する。アンジオテンシン I はさらに、アンジオテンシン
変換酵素により、最終産物であるアンジオテンシン II へと変換される。アンジオテ
ンシン II は、アンジオテンシン II 受容体に結合することで、血管収縮や、アルド
ステロン産生を介した体液量の増大により、血圧を上昇させる。レニンによる触媒
反応は同系の律速段階であることから、その発現は、血圧恒常性維持のために適切
なフィードバック制御を受けている。つまり、高血圧時にはその転写が抑制され、
低血圧時には活性化される。レニンは、腎臓輸入細動脈血管壁に存在する傍糸球体
細胞（Juxtaglomerular	 cells；JG 細胞）で、主に発現・分泌される。その特異な位
置から、同産生細胞は血圧の変動を、血管壁の伸展によるメカニカルストレス、遠
位尿細管中のナトリウムイオン負荷によるマクラデンサ・シグナル、あるいは、ア
ンジオテンシン II受容体を介したフィードバック制御によって感知していると考え
られている(1)。しかしながら、レニン遺伝子の血圧応答性制御において、生理的シ
グナルに関する理解は進んでいるものの、転写因子や、cis-DNA 配列といった分子メ
カニズムについては、ほとんど明らかとなっていない。	 
これまでに、レニン遺伝子の転写制御に重要な役割を果たす cis-DNA 配列
として、mouse	 distal	 enhancer	 (mdE)が報告されている(2,3)。同領域はマウス・
レニン遺伝子上流約 3-kb に位置し、レニン産生細胞株 As4.1 において、レニン遺伝
子の転写活性を約 80倍以上に活性化する配列として同定された(2)。しかしながら、
その高血圧応答性への関与は明らかとなっていない。また、他の研究グループによ
る報告から、ヒト・レニン遺伝子においては、同遺伝子タンパク質コード領域の遠
位に高血圧環境応答性領域が存在することが示唆されているが(4)、マウス・レニン
遺伝子における、同領域の位置は明らかとなっていない。	 
当研究室では、これまでに、2.8-kb の 5′ 制御領域をもつ約 15-kb のヒト・
レニンと 14-kb のヒト・アンジオテンシノーゲン導入遺伝子の両方を持つことで、
慢性的に高血圧を呈するマウス、「つくば高血圧マウス（THM）」を作製した(5)。
THM では、マウス内在遺伝子由来に加え、導入遺伝子由来のアンジオテンシン I が過
剰に産生され、アンジオテンシン II に変換されることで高血圧を引き起こす。先に
述べたように、レニン遺伝子は、血圧恒常性を維持するように、その転写が制御さ
れている。しかしながら、同マウスは慢性的な高血圧を呈することから、異常な制
御を受けている可能性が考えられた。そこで、本研究では、レニン遺伝子の応答性
転写制御メカニズム解明の第一歩として、ヒト－マウス間での高血圧環境に対する応
答性制御の保存性、ならびに、これに関わる cis-DNA 配列の解析を行った。	 
	 
結果	 
	 
まず、THM におけるヒト・レニン導入遺伝子の発現量を解析し、THM におけ
るその発現が、正常血圧マウスと比較して著しく上昇していることを確認した。次
に、マウス・レニン遺伝子においても、ヒトと同様の制御が存在するのかを解析す
るために、15-kb ヒト・レニン導入遺伝子と相同な領域を保持するマウス・レニン導
入遺伝子（13-kb）を作製し、同導入遺伝子の発現も、THM において上昇することを
見出した。そこで、次に、mdE の機能解析を行った。同領域は、13-kb マウス・レニ
ン導入遺伝子の外側に存在し、ヒトにおける相同領域も、15-kb ヒト・レニン導入遺
伝子の外側に存在することから、同制御に関わる候補領域になり得ると考えた。し
かしながら、156-kb のレニン遺伝子座から mdE を欠失した変異型大腸菌人工染色体
（Bacterial	 artificial	 chromosome;	 BAC）導入遺伝子を用いた解析から、mdE は高
血圧環境下におけるマウス・レニン遺伝子の転写抑制に必須でないことが明らかと
なった。以上のことから、マウス・レニン遺伝子の高血圧環境応答性領域がヒトと
同様にタンパク質コード領域の遠位に存在し、種間で保存された応答性メカニズム
が存在する可能性が示唆された。	 
さらに、当研究室では、ヒト・アンジオテンシノーゲン導入遺伝子をもつ
メスマウスに、ヒト・レニン導入遺伝子をもつオスマウスを交配させることで、妊
娠期に胎児胎盤系由来のレニンが母体に流入し、妊娠後期に高血圧を呈する妊娠高
血圧マウス（Pregnancy-associated	 hypertensive	 mice;	 PAH	 mice）を作製してい
る(6)。本研究のこれまでの結果から、成獣期において、15-kb のヒト・レニン導入
遺伝子が高血圧に対して、異常な応答を示したことから、PAH マウスにおいても、胎
児が保持するヒト・レニン導入遺伝子が異常に活性化することで、母体の高血圧が
引き起こされたのではないかと考えた。そこで、胎児期（17.5dpc）及び、新生児期
（生後 1 日齢）におけるレニン導入遺伝子の発現を解析した。その結果、15-kb ヒト・
レニン導入遺伝子の発現は THM の遺伝子型をもつ胎児/新生児において、正常に抑制
されていた。また、胎児期における 13-kb マウス・レニン導入遺伝子の発現量は、
THM とヒト・レニン導入遺伝子のみをもつマウスとの間で差がなかった。以上の結果
から、PAH マウスにおける高血圧は、胎児腎臓におけるヒト・レニン導入遺伝子の応
答制御異常によるものではないこと、さらに、THM におけるヒト・レニン導入遺伝子
の異常な発現上昇は、生後から成獣期までのどこかの時期から始まることが明らか
となった。	 
考察	 
	 
これまでに、レニン遺伝子の転写制御研究は、マウス・レニン産生細胞株
である As4.1 やヒト・肺がん由来レニン産生細胞株である Calu-6 を用いて精力的に
行われ、転写開始点近傍に位置する複数の転写制御領域が同定された(7)。しかしな
がら、これら領域の in	 vivoでの解析結果は、培養細胞での結果と必ずしも一致し
ない。例えば、基本転写、及び、食塩負荷や脱水などの生理的刺激に対する応答に
重要であることが示唆されていた CNRE	 [overlapping	 cAMP-responsive	 (CRE)	 and	 
negative	 regulatory	 elements	 (NRE)]配列(8)が、当研究室でのマウス・レニン BAC
導入遺伝子を用いた解析では、これらの刺激応答に対して必須でないことが判明し
た(9)。また、同 CNRE 配列は、今回作製した 13-kb	 導入遺伝子にも含まれているこ
とから、高血圧応答性にも十分でないと考えられる。	 
mdE は、レニン遺伝子の転写調節において、重要な役割を果たすエンハン
サーであるが、同領域の血圧応答性転写制御への関与は完全には分かっていない。
他のグループのノックアウトマウス(10)、及び当研究室の BAC 導入遺伝子改変マウ
スの解析から(11)、同領域はアンジオテンシン変換酵素阻害剤投与におけるレニン
遺伝子の転写誘導において、最大レベルの活性化に必要であることが示されている。
一方、ヒトにおける同エンハンサーの相同配列である human	 distal	 enhancer	 (hdE)
は、血圧降下作用をもつアンジオテンシン変換酵素阻害剤処理による転写誘導、及
び高血圧応答性制御に必須でないことが報告されており(12)、血圧応答性制御にお
ける、ヒトとマウスでの種間の差が示唆されていた。今回、我々は、mdE 欠失型 BAC
導入遺伝子を用いて、同領域が高血圧応答性に必須でないことを示した。従って、
低血圧応答性制御においては、種間の差が存在するものの、高血圧応答性制御にお
いては、種間の差はないと考えられる。	 
このように、培養細胞を用いて同定された cis-DNA 配列の多くが、個体レ
ベルでの応答性制御に重要な意味を持たない理由として、生理的刺激を培養細胞系
で再現することが困難であることが挙げられる。JG 細胞は血管や遠位尿細管と隣接
し、これら周囲の細胞から、様々なシグナルを受けとることが予想される。しかし
ながら、培養細胞系では、これら複合的な要素の影響を調べることができないため、
結果的に基本転写活性に必要な領域しか見出せていないことが考えられる。従って、
真の応答性領域の同定・検証には、in	 vivoでの解析が必須である。	 
本研究における胎児及び、新生児腎臓の解析結果から、THM の遺伝子型を
もつ胎児における 15-kb ヒト・レニン導入遺伝子の発現は、同腹のコントロールの
それと同様に、正常に低下していた。ヒト・アンジオテンシノーゲン導入遺伝子は、
少なくとも、胎生 16.5 日から、出生後、成獣にかけて、肝臓や腎臓で十分に発現し
ていることが報告されている(13)。従って、胎児血中でもアンジオテンシン II が産
生されていると考えられる。また、羊を用いた解析から、胎児に直接アンジオテン
シン II を投与することで、胎児血圧が上昇し、血中レニン活性は低下することが報
告されている(14)。従って、THM 胎児における 15-kb のヒト・レニン導入遺伝子発現
は、アンジオテンシン II の増加や、それに伴う圧付加に応答して低下していること
が予想される。一方で、13-kb マウス・レニン導入遺伝子発現は、コントロールと
THM 胎児腎臓との間で有意な違いはみられず、応答性における種間の差があると考え
られる。	 
さらに本研究の結果から、PAH マウスでの高血圧の原因は、胎児腎臓でのレニン転写
制御応答の異常ではなく、Takimoto らの報告で示されているように、妊娠後期の胎
盤におけるヒト・レニン遺伝子の発現上昇が主な原因であると考えられる(6)。一方
で、この胎盤での発現上昇が、15-kb ヒト・レニン導入遺伝子の遠位制御領域の欠失
により起きている可能性は否定できない。ヒトの胎盤を用いた研究では、内在ヒト・
レニン遺伝子の発現は妊娠初期に高く、後期では減少することが報告されており
(15)、これは PAH マウスでの観察結果と異なる。実際に、Pinet らは、ヒト・レニン
遺伝子上流、-5.8~-5.5-kb の位置に、胎盤絨毛膜エンハンサー領域を同定している
(16)。ヒト・レニン導入遺伝子がこの領域を欠失していることで、胎盤での発現制
御異常が起こっているのかもしれない。	 
第 2 章	 高血圧環境下におけるマウス・レニン遺伝子の転写は、	 
新規制御領域により抑制される	 
	 
導入	 
第 1 章で示したように、我々は複数の遺伝子改変マウスを用いた解析から、
高血圧環境応答性制御領域が、13-kb マウス・レニン遺伝子領域の外側、かつ 156-kb
領域の内側にあることを示した。しかしながら、その具体的な位置については未知
である。これまでのレニン遺伝子の転写制御研究の多くは、転写開始点の近傍領域
に着目しており、遠位領域については、候補となる制御配列すら同定されていない
(1)。一方で、過去に 45-kb のヒト・レニン導入遺伝子を用いた興味深い結果が報告
されている。同導入遺伝子と 14-kb のヒト・アンジオテンシノーゲン導入遺伝子の
両方をもつマウスは、第 1 章で述べた THM と同様にヒト・レニン－アンジオテンシン
系を持つにも関わらず、高血圧を呈さない(17)。この理由として、45-kb のヒト・レ
ニン導入遺伝子のコピー数が少ないため、あるいは、同 45-kb の DNA 断片中に応答
性領域が存在することで、高血圧環境に対して適切な応答を示していることが考え
られる。そこで、我々は、近年開発された CRISPR/Cas9 ゲノム編集法(18)を用いて、
高血圧応答性領域の絞り込みを行った。	 
結果 
	 
第 1章において、新規の cis-制御配列がレニン遺伝子座 13-kb 領域の外側、
かつ 156-kb 領域の内側に存在する可能性を示した。そこで、同制御領域の位置をお
おまかに決定するために、レニン遺伝子座の上流側及び、下流側を欠失した内在遺
伝子座を作製した。遺伝子改変の手法としては、CRISPR/Cas9 ゲノム編集法を用いた。
欠失予定領域の両端を標的とする guide	 RNA、及び Cas9 を発現するプラスミド 2 種
類をマウス受精卵前核に顕微注入し、遺伝子改変マウスを作製した。これらの欠失
型遺伝子座を交配によって THM に導入し、その高血圧環境応答性を解析した。その
結果、レニン遺伝子上流領域を欠失した遺伝子座では、応答性が消失した。この結
果から、レニン遺伝子座の 5’上流領域に高血圧環境応答性領域が存在することが明
らかとなった。	 
そこで、次に 5’上流領域の機能をレポーターアッセイにより解析した。5’
上流領域をルシフェラーゼ遺伝子上流に連結したレポーターコンストラクトを多数
構築、マウス・レニン産生細胞株 As4.1 に一過性にトランスフェクションした後、
ルシフェラーゼ活性を測定することで機能配列の探索をおこなった。その結果、5’
上流領域中に新規のエンハンサー配列が存在することを見出した。さらに、As4.1 細
胞を用いて、DNaseI	 hypersensitive	 site	 mapping を行ったところ、同エンハンサ
ー中に高感受性部位が存在し、転写因子の結合が示唆された。	 
最後に、As4.1 細胞を用いて同定したエンハンサーの機能を、in	 vivoで検
証した。その結果、同エンハンサーは in	 vivoにおいても、重要な役割を果たすこ
とが明らかとなった。	 
考察	 
	 
本研究では、THM を用いて、高血圧環境下におけるレニン遺伝子の転写応
答を解析したが、具体的にどのような生理的刺激が転写応答に関与しているのかに
ついては、明らかにできていない。高血圧環境下で働く刺激としては、血管壁への
圧付加、アンジオテンシン II、マクラデンサ・シグナルなどが存在する(1)。過去の
140-kb ヒト・レニン導入遺伝子を用いた解析から、圧付加を生じない低濃度のアン
ジオテンシン II 投与でも、ヒト・レニン導入遺伝子及び、内在マウス・レニン遺伝
子の発現が抑制されることが報告されており(4)、少なくともアンジオテンシン II
刺激は、レニン遺伝子の転写を抑制すると考えられる。今後、THM を用いた実験系に
おいても、血管拡張剤を用いて血圧を正常に戻した際のレニン遺伝子の転写応答を
調べることで、同転写制御における圧負荷刺激の関与の有無を明らかにできると考
えている。また、本論文の結果から、分子メカニズムとして、レニン遺伝子 5’上流
領域が応答性制御に重要であることを示したが、同制御に関与する転写因子につい
ては、明らかにできていない。アンジオテンシン II シグナルは、Protein	 kinase	 C
（PKC）を介してレニン遺伝子の転写を抑制することが報告されているため(19)、THM
においても、レニン遺伝子の転写抑制に、PKC 経路が関与する可能性が考えられる。
分子メカニズムを考える際、応答性制御に関与する Trans因子の同定は、今後の重
要な課題である。	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なお、本論文第 1 章、及び第 2 章の一部結果は、下記の公表論文の内容に基づいて
います。	 
Ushiki A et al. (2016)  
Long-Range Control of Renin Gene Expression in Tsukuba Hypertensive Mice.  
PLoS One 11(11): e0166974. doi: 10.1371/journal.pone.0166974.
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